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1.1 ESTRÉS OXIDATIVO: CONCEPTO Y FISIOPATOLOGÍA 
 
 Podemos definir el estrés oxidativo como el daño infringido por la 
superproducción de especies oxigenadas reactiva cuando se produce un 
desequilibrio entre estas y los mecanismos de defensa antioxidante o los mecanismo 
reparadores (Sies, 1993), conduciendo a la lipoperoxidación, desnaturalización 
proteica o enzimática o daño mutagénico de los ácidos nuleicos. Según la 
continuidad de la generación de los radicales libres, el estrés oxidativo se puede 
producir de forma aguda o crónica. Entre los primeros podemos citar la 
repercusión tras isquemia, la inflamción aguda y la hiperoxia. Una importante causa 
de estrés crónico es la respuesta inflamatoria (Ceruti y Trump, 1991), ya que los 
leucocitos activados respresentan una importante fuente de ROS in situ (Weiss, 
1989). Estas especies oxigenadas no solo median la muerte de las células blanco, 
sino que también inducen a estrés oxidativo en los tejidos adyacente. Esta injuria 
resultante de la inflamción crónica asociada a carcinogénesis se observan en la 
colitis ulcerosa (Collins et al., 1987), el mesotelioma inducido por hepatitis crónica 
(Arthur et al., 1984) 
 
 Tanto la luz ultravioleta como las radicaciones ionizantes de alta energía 
estimulan la mutagénesis por la generación de especies oxigenadas reactivas in situ. 
 
 Existen evidencias que sugieren que las ROS liberadas en la 
lipoperoxidación son responsables de la asociación entre la ingesta de grasas 
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saturadas y cancer colorecctal (Salim, 1993). En estos procesos el hierro es un 
cofactor importante que aumenta la producción de ROS en el colon (Babbs, 1990). 
El cobre que es un catalizador tan efectivo como el  hierro en la reacción de Feton, 
es un mutágeno más potente que éste in vitro (Tkeshelashvili et al., 1991), lo cual se 
explica por interacciones directas del cobre con las bases del ADN (Guyton y 
Kensler, 1993). 
 
 El etanol es otro factor de riesgo para el desarrollo del cáncer, 
probablemente actuando por la generación de radicales libres durante su 
metabolismo, ya que su efecto carcinogénico está directamente relacionado con la 
lipoperoxidación (Mufti, 1992) 
 
 
1.1.1.- Oxidación de las proteínas 
  
 Consecuencia de su compleja estructura y a los grupos funcionales 
oxidables de los aminoácidos, las proteínas son un blanco fácil para  los oxidantes. 
Durante la oxidación proteíca se produce una amplia variedad de modificaciones 
químicas de las proteínas. Estas modificaciones debida a la oxidación directa de un 
aminoácido específico o por escisión de la proteína pueden producir un daño en la 
actividad biológica y cambios en las estructuras secundarias y terciarias de las 
proteínas. 
  
 El constante flujo de ROS en las célula vivas puede causar daño a la cadena 
acil de las membranas, a los grupos polares de la fosfatidiletanolamina y 
fosofatidilserina, al ADN y las proteinas. La oxidación de las proteínas pueden 
conducir a la formación de puentes reversibles disulfitos, o a derivados que no son 
biológicamente reducibles como por ejemplo la base de schiff (Esterbauer et al., 
1991). Las proteinas pueden ser atacadas por ROS originadas en la membrana o en 
Tesis Doctoral                                                                                     Ignacio Rosety  Rodríguez 
 
3 
la fase acuosa tales como el óxido nítrico, el radical hidroxilo y el peróxido de 
hidrógeno. 
 
 La modificación oxidativa de las proteínas tiene lugar mediante dos 
mecanismos diferentes. 
 
A.- Formación de ROS en el sitio específico vía activación redox de metales de 
transición a los cuales no están fuertemente ligados a la proteína. Este daño es 
catalizado por iones metálicos, dando lugar a la formación de derivados carbonilos 
(Stadtman et al., 1993).  
 
B.- ROS no dependiente de metales producen oxidación de aminoácidos. En estos 
procesos hay daño directo a los aminoácidos o degradación oxidativa de las 
proteinas por escisión del enlace péptido (Stadtman et al., 1993). 
1.1.2. Peroxidación lipídica 
Dado que los lípidos son los principales constituyentes de las membranas 
celulares, el ataque de un radical libre a un ácido graso poliinsaturado, proceso que se 
denomina peroxidación lipídica, es de gran interés. Los lípidos son fácilmente oxidados, 
y la reacción se propaga en cadena una vez iniciada (Porter et al., 1995). Así, al menos 
teóricamente, la oxidación de una molécula lipídica podría llevar a la destrucción de 
todas los lípidos del organismo. Hay diferentes antioxidantes naturales y sintéticos 
capaces de reducir efectivamente la peroxidación lipídica, siendo el más conocido y 
eficaz el beta-caroteno (vitamina E), molécula identificada como uno de los principales 
antioxidantes de la naturaleza y que elimina rápidamente los radicales peroxilo (Packer, 
1994). El radical peroxilo se forma por peroxidación de ácidos grasos poliinsaturados 
(PUFA) en membranas celulares ricas en lípidos. 
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1.1.3. Proceso general de peroxidación lipídica 
El proceso implica la eliminación de un átomo de hidrógeno de un ácido graso 
poliinsaturado por parte de un radical libre. Este paso de iniciación produce un radical 
ácido graso, que finalmente se convertirá en radical peroxilo. El radical peroxilo interacciona 
con un ácido graso polinsaturado y propaga la peroxidacion lipídica (iniciación secundaria). 
Si no se interrumpe, esta reacción en cadena puede llevar a un daño extensivo en los lípidos de 
esa membrana. 
Pieri y cols (1994), utilizando un modelo in vitro, encontraron que la melatonina 
no sólo era mejor neutralizador de radicales peroxilo que el glutation y el ácido ascórbico 
(vitamina C), sino que era dos veces más eficaz que la vitamina E. Así, establecieron que 
la capacidad de estos compuestos para eliminar radicales peroxilo era: melatonina mayor 
que trólox (vitamina E hidrosoluble) mayor que ácido ascórbico, mayor que GSH. 
Otros estudios, sin embargo, muestran una capacidad de la melatonina como antioxidante 
lipídico igual (Scaiano, 1995) o incluso menor (Marshall et al., 1996) que la mostrada por la 
vitamina E. 
Según distintos estudios, el ejercicio físico puede producir estrés oxidativo y 
acelerar la lipoperoxidación en humanos (Davies et al., 1982; Inayama et al., 1996; 
Leeuwenburgh y Ji, 1996). Prácticamente todos estos estudios implican ejercicio aeróbico 
que produce un incremento de especies de oxígeno activas que aplastan las defensas 
antioxidantes hasta el punto en que los radicales libres y las reacciones de lipoperoxidación 
se desatan. 
La lipoperoxidación no se produce por la consumición de altos niveles de oxígeno 
sino más bien por altos niveles de epinefrina circulante. El ejercicio regular tiende a 
disminuir los niveles de epinefrina circulante (Geenen et al., 1988). Niveles altos de 
Tesis Doctoral                                                                                     Ignacio Rosety  Rodríguez 
 
5 
epinefrina pueden contribuir a la lipoperoxidación y a enfermedades cardiovasculares y 
diabetes. 
1.1.4.- Daño Oxidativo: Toxicidad de los radicales libres 
Cuando los sistemas fisiológicos (enzimas específicas y neutralizadores biológicos) 
están saturados debido a la excesiva producción de radicales libres (exposición a 
radiación ionizante, radiación UV intensa, ciertas drogas, ...) o debido a una actividad 
enzimática disminuida (sistemas enzimáticos deficientes en recién nacidos, problemas 
asociados al envejecimiento, ...), la neutralización de los radicales implica a otros sistemas 
celulares tales como membranas, ácidos nucleicos y proteínas. La propagación de radicales 
a constituyentes celulares causa un deterioro considerable de las membranas y del 
metabolismo, llevando en último término a la muerte celular. 
El daño oxidativo a moléculas biológicas está asociado con la interacción del 
oxígeno y el peróxido de hidrógeno con metales de transición, generalmente hierro, cobre, 
o ambos. La generación de especies reactivas se produce por una reacción de Fenton 
cuando el ion ferroso actúa como catalizador (Halliwell y Gutteridge, 1990, 1992). 
Incluso en presencia de pequeñas cantidades de hierro, se puede producir un gran daño 
oxidativo debido a la potente acción catalítica de este ión. La especificidad de sitio que 
caracteriza al daño oxidativo de ácidos nucleicos y proteínas es una consecuencia de las 
propiedades de unir hierro de estas moléculas. Así, el daño a aminoácidos específicos en las 
proteínas es debido a su proximidad al sitio de unión del hierro o al sitio activo de una 
enzima, el cual contiene hierro o cobre. 
Algunos de los procesos que se han asociado con la producción de radicales libres 
son: envejecimiento, carcinogénesis, aterosclerosis, diversas patologías cerebrales 
(trauma cerebral, isquemia) y procesos neurodegenerativos (demencia senil tipo 
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Alzheimer, enfermedad de Parkinson), patologías pulmonares, daño retinal degenerativo, 
daño renal y daño muscular (Cheeseman y Slater, 1993). 
1.1.5.- Estatus antioxidante 
El status antioxidante se define como el balance entre prooxidantes y antioxidantes 
(Papas, 1996). Este balance es dinámico y está ligeramente inclinado a favor de la oxigenación 
(Halliwell et al., 1995). El organismo se ha adaptado a este ligero disbalance con el desarrollo de 
mecanismos reparadores como ligasas, nucleasas, polimerasas, proteinasas ó fosfolipasas. 
Además un modesto y gradual aumento en la oxidación induce la producción de antioxidante 
endógenos, surgiendo así un mecanismo de regulación tipo feed-back (Frank et al., 1989). 
El conocimiento de los factores que afectan al status antioxidante permite el 
desarrollo de hábitos para la prevención del estrés oxidativo, y por tanto de la enfermedad. 
Estos factores pueden ser agrupados de la siguiente forma: dieta y alcohol, medio ambiente, 
injuria y enfermedad, estado fisiopatológico, ejercicio, envejecimiento y otros (Papas, 
1996). 
1.2.- ANTIOXIDANTES 
Podemos definir antioxidante como "cualquier sustancia que cuando se halla en 
concentraciones pequeñas en relación con la concentración del substrato oxidable, evita o 
retarda su oxidación significativamente" (Halliwell y Gutteridge, 1990).  
Una primera línea de defensa contra las especies oxigenadas reactivas es prevenir su 
formación (Sies, 1993). Así, la prevención de la iniciación de las reacciones en cadena incluye 
ligar iones metálicos, principalmente hierro y cobre. De esta forma las proteínas que ligan 
estos, como la ferritina, transferrina y ceruloplasmina son de vital importancia para 
controlar las reacciones generadoras de radicales (Sies, 1993). Otra estrategia para aumentar 
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la resistencia a la oxidación dependiente de iones metálicos es modificar sus blancos de acción, 
como es el caso de la modificación de las LDL por el dehidroascorbato (Retsky et al, 1993). 
1.2.1.- Defensa frente a los radicales libres 
La formación de radicales de oxígeno potencialmente tóxicos es inherente al 
funcionamiento de los organismos y constituye la paradoja del oxígeno. Este es el motivo de 
que sea necesario controlar la formación de radicales libres. Los organismos presentan 
sistemas de defensa antioxidante (Tabla 2), cuya finalidad es proteger a las moléculas del daño 
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Tabla 2.- Mecanismo de defensa antioxidante 
Enzimáticos Superóxido dismutasa      
















manitol        
ácidoúrico        
ácido ascórbico 
 
             El primero de estos sistemas de protección se basa en un sistema enzimático de 
defensa específico y variado, presente en el sitio de producción de los radicales, que los 
mantiene a bajas concentraciones. Este grupo de enzimas incluye dos formas de la 
superóxido dismutasa (SOD), una dependiente de Cobre y Zinc y la otra dependiente de 
Magnesio, la catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GPx), la glutation reductasa (GR) y 
la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD). Estas enzimas previenen el daño oxidativo 
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metabolizando los radicales libres tóxicos producidos como consecuencia del metabolismo 
respiratorio normal o durante el estrés oxidativo.  
1.2.2.- Relación entre Ejercicio Físico y Antioxidante 
 
Sin embargo, los organismos aeróbicos deben pagar un alto precio por la 
enorme ventaja evolutiva que supone el metabolismo aeróbico, que permite 
maximizar la energía obtenida por unidad de sustrato así como evitar la 
acumulación de lactato, a la postre, uno de los elementos claves en la fatiga 
muscular. 
Durante el metabolismo oxidativo, la mayor parte del oxígeno se une al 
hidrógeno durante la fosforilación oxidativa, formando agua. Sin embargo, se 
estima que un 4-5% del oxígeno consumido durante la respiración celular no se 
reduce completamente hasta formar una molécula de agua sino que generará 
radicales libres. 
 
El incremento de las demandas energéticas durante la práctica de ejercicio 
físico, especialmente de tipo aeróbico, obliga a incrementar el aporte de oxígeno a 
los tejidos activos. Así mientras el incremento en líneas generales es de 10-15 veces 
el del estado de reposo,  a nivel muscular, el incremento puede llegar hasta las 100 
veces sus valores basales. A su vez, esto se asocia con un aumento de 30 veces su 
flujo sanguíneo habitual y de 3 veces la diferencia arterio-venosa de oxígeno. 
 
El ejercicio muscular induce a un aumento de la producción de radicales libres y 
otras formas de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Davies et al.,1982; O'Neill et al., 1996; 
Reid et al., 1992; Borzone et al., 1994). Además, existen evidencias que implican la 
citotoxicidad de las ROS como una etiología esencial en las perturbaciones producidas en el 
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músculo por el ejercicio, las cuales podrían producir fatiga y/o lesión muscular (Jil et al., 
1988; Barclay y Hansel, 1991; Reid et al., 1992; Nashawati et al., 1993).  
Dado el papel potencial de las ROS en contribuir en la perturbación del estatus 
redox del músculo, no sorprende que los miocitos contengan mecanismos de defensa para 
reducir el riesgo de lesión oxidativa. Dos clases principales de mecanismos endógenos 
protectivos (antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos) actúan juntos para disminuir los 
efectos dañinos de los oxidantes en la célula. 
1.2.3.- Superóxido dismutasa (SOD) 
 Es el pricipal mecanismo de defensa para combatir la toxicidad del 
oxígeno. Fue descrita por primera vez por McCord  et al. en 1969. 
 En el músculo esquelético de los humanos y otros mamíferos existen dos 
isoenzimas de la superóxido dismutasa, la CuZn superoxido dismutasa se localiza 
principalmente en el citosol mientras que la Mn superóxido dismutasa se localiza en 
la matriz mitocondrial. Ambas enzimas catalizan la dismutación del anión 
superóxido con similar eficiencia (Ohno et al., 1994). 
 La distribución de las isoformas de la superóxido dismutasa varía de unos 
tejidos a otros. En el músculo esquelético, del 15 al 35% de la actividad total de la 
superóxido dismutasa se encuentra en la mitocondria y del 65 al 85% en el citosol 
(Ji et al., 1988). La actividad de la superoxido dismutasa es más alta en los músculos 
con alta capacidad oxidativa (Criswell et al., 1993; Powers et al., 1994). 
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1.2.4.- Glutation peroxidasa (GPx) 
 La glutatión peroxidasa cataliza la redución del  peróxido de hidrógeno o 
hidroperoxidos orgánicos en agua y alcohol respectivamente usando glutantion 
reducido como donador de electrones (Halliwell y Gutteridge, 1986). 
La  glutation peroxidasa es una enzima dependiente de Se y su actividad varía 
según el tipo de fibra muscular (Ji et al., 1988; Powers et al., 1994). Igual que la superoxido 
dismutasa se localiza tanto en el citosol como en la mitocondria. En el músculo 
esquelético, aproximadamente el 45% de la actividad se encuentra en el citosol y el 55% en 
la mitocondria (Ji et al., 1988). Las células regeneran la GSH mediante la glutatión reductasa 
usando NADPH. 
En la mayoría de los tejidos el NADPH es producido por la glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa vía de las pentosas (Mathews y Holde, 1990). Sin embargo, en el músculo 
esquelético el NADPH es producido principalmente por la isocitrato deshidrogenasa 
(Pfeifer et al., 1986; Lawler et al., 1993). 
1.2.5.- Glutation reductasa (GR) 
La glutation reductasa tiene la misma distribución celular que la glutation 
peroxidasa y su actividad es mayor en músculo con alta capacidad oxidativa. Aunque no se 
considera como una de las enzimas antioxidante principales, es esencial para el normal 
funcionamiento antioxidante de la glutation peroxidasa. 
1.2.6.- Catalasa (CAT) 
 Cataliza la descomposición del peroxido de hidrógeno. Requiere Fe3+ como cofactor 
el cual debe estar unido en el sitio activo de la enzima (Halliwell y Gutteridge, 1986). 
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Aunque la función de la catalasa viene a coincidir en parte con la glutation peroxidasa se 
diferencian por su afinidad por el peroxido de hidrógeno como sustrato. En comparación 
con la catalasa, la glutation peroxidasa a bajas concentraciones tiene mayor afinidad por el 
peroxido de hidrogeno. Esto quiere decir que a bajas concentraciones, la glutation peroxidasa 
juega un papel más activo en eliminar el peroxido de hidrógeno en la célula muscular. La 
catalasa está ampliamente distribuida en las células, dándose la mayor concentración en 
peroxisomas y mitocondria (Halliwell y Gutteridge, 1989). Igual que la superoxido 
dismutasa  y glutation peroxidasa,  la actividad de la catalasa es más alta en músculos con alta 
capacidad oxidativa (Powers et al., 1994) 
1.2.7.- Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) 
La oxidación directa de la glucosa-6-fosfato por esta enzima fue demostrada 
por primera vez en 1936 (Dickens y Glock, 1936), aunque la enzima no fue purificada hasta 
20 años más tarde (Marks et al., 1961). La glucosa-6-fosfato deshidrigenasa está 
ampliamente distribuida en las células de mamíferos y juega un papel muy importante en los 
mecanismos de defensa antioxidante (Reiter et al., 1994). 
1.2.8.- Vitamina E 
Constituye la más importante defensa antioxidante de los fluidos extracelulares y 
de las membranas biológicas (Burton e Ingold, 1989; Burton y Traber, 1990). El término 
genérico de vitamina E se refiere a ocho isómeros de tocoferol y tocotrienol. Entre ellos, el 
alfa-tocoferol es el mejor conocido y posee la más potente actividad antioxidante (Burton y 
Traber, 1990; Janero, 1991). 
La vitamina E tiene una alta solubilidad lipídica y la concentración en los tejidos y 
órganos es relativamente baja, aunque pueda ser aumentada con suplementación en la dieta. 
(Janero, 1991). 
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Como antioxidante, es particularmente importante por su habilidad de convertir 
los radicales superóxios, hidroxílicos, peróxido lipídicos en formas menos reactivas. La 
vitamina E puede también romper la reacción en cadena de la lipoperoxidación que tiene 
lugar durante el daño de los radiclaes libres en las membranas, actúa transfiriendo un átomo 
de hidrógeno al radical peróxilo, que es formado durante la reacción en cadena, pasando él a 
poseer un electrón desapareado  (Burton e Ingold, 1989). 
Aunque la vitamina E es un eficiente neutralizador de radicales su interacción con 
un radical produce una reducción funcional de la vitamina E y la formación de vitamina E 
radical. Se ha demostrado que el estrés oxidativo reduce significativamente los niveles de 
vitamina E en los tejidos (Packer et al., 1979; Burton y Traber, 1990; Janero, 1991) Sin 
embargo este puede ser reciclado a su estado nativo por otros antioxidantes (Packer et al., 
1979; Burton y Traber, 1990) 
1.2.9.- Vitamina C 
La vitamina C (ácido ascórbico) es hidrofílica y funciona mejor en medios acuosos 
que la vitamina E. Debido a su pKa 4.25, el anión ascorbato es la forma predominate a pH 
fisiológico (Yu, 1994a). El ascorbato está ampliamente distribuido en los tejidos de 
mamíferos, pero los contenidos son relativamente altos en las glándulas adrenal y pituitaria 
(Yu, 1994a). 
Las propiedades de la vitamina C como antioxidante es doble. Primero, puede 
neutralizar los ROS (Halliwell y Gutterigde, 1990). Segundo, la vitamina C juega un papel 
importante en el reciclado de la vitamina E (Packer et al., 1979). Sin embargo, vitamina C es 
consumida y se produce vitamina C radical (Packer et al., 1979). Este radical puede ser 
reducido a su estado nativo de vitamina C por la NADH semiascorbil reductasa, o por el 
glutation y ácido dihidrolipoico (Sevanian et al., 1985). 
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El aumento celular de vitamina C debe proteger contra el daño producido por 
los radicales (Yu, 1994a). Si embargo, la vitamina C en altas concentraciones y en presencia 
de Fe3+ o Cu2+ actúa como un potente prooxidante (Halliwell y Gutteridge, 1986), 
estimulando la lipoperoxidación y la formación de radical hidroxilo a partir de peróxido 
de hidrógeno (Walling, 1982), por ello una sobre suplementación ha sido cuestionado por 


















2.- ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA 
 
Desde la antigüedad se conoce, que el estrés psíquico provocaba en los 
gladiadores, deportistas y otros sujetos sometidos a ejercicios físicos, un cierto 
fracaso en sus actuaciones. 
Recientes estudios indican que el ejercicio de fuerza, consigue reducir el 
daño oxidativo. Este hecho se explicaría al menos en parte, por un aumento de las 
defensas antioxidantes de tipo enzimático (Chang et al. 2004; Ordonez et al. 2006; 
Ordonez et al. 2007; Oztasan et al. 2004). Por el contrario, actividades a máxima 
intensidad o extenuantes si se han correlacionado con un aumento de la actividad 
pro-oxidante (Ogonovszky et al. 2005; Palazzetti et al. 2003). 
 
Mención especial merecen los casos de sobreentrenamiento en los que 
parece más evidente el papel de éste (Guezennec 2004).  
 
Pero la actuación del medico del deporte no solo se limitaría al alto 
rendimiento sino que también podría llegar a tener su utilidad práctica en el resto de 
la población general de las sociedades occidentales con vistas a amortiguar los 
efectos del estrés en diversos procesos cardiovasculares (Lundberg 2003). E incluso 
en la plasticidad neuronal y morfología de las dendritas en un contexto de 
neurotoxicidad tal y como sugieren los resultados publicados por Zaidi y Banu 
(2004). 
 
En situaciones de estrés psíquico mantenido se producen una serie de 
adaptaciones fisiológicas que incluyen tanto al sistema nervioso central como al 
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endocrino. De hecho, se produce una liberación del factor liberador de la 
corticotropina (CRF) desde el núcleo paraventricular hipotalámico que a su vez 
estimula la producción de la hormona adenocorticotropa (ACTH) a nivel 
hipofisario anterior que será quien finalmente aumente la secreción de 
corticosterona en la glándula suprarrenal. 
 
En este mismo sentido hoy se acepta el importante papel que hormonas del 
estrés como el cortisol, tendrían entre sus múltiples manifestaciones (Hoffman y 
Al`Absi 2004). De hecho, el descenso de la ratio testosterona/cortisol es una 
herramienta enormemente valiosa a la hora de establecer el diagnóstico del 
síndrome de sobreentrenamiento (Urhausen y Kindermann 2002). 
Asimismo, García y Armario (2001) ya avanzaron que la acción de este tipo 
de estresantes psíquicos podría objetivarse por la elevación de los niveles 
plasmáticos de la hormona adenocorticotropina (ACTH). E incluso autores como 
Hand et al. (2002) proponen como estrategia la determinación de la CRH (factor 
liberador de la corticotropina).  
 
Recientes estudios realizados en pequeños animales de experimentación 
parecen sugerir que el estrés psíquico o emocional se asocia a un desequilibrio entre 
las fuerzas pro y antioxidantes del metabolismo redox lo que finalmente podría 
desembocar en un claro daño oxidativo, mayoritariamente en forma de 
peroxidación lipídica y oxidación proteica (Fontella et al. 2005; Sahin y Gumuslu 
2004a; Sahin et al. 2004b; Tandon et al. 2004; Zaidi y Benu, 2004).  
 
Para inducir tal situación de estrés, existen múltiples procedimientos 
diseñados para ser aplicados a los animales de laboratorio como la inmovilización, 
la suspensión en el aire, el ayuno, choques electricos, choques térmicos (frio y/o 
calor), etc. En este mismo sentido, recientes trabajos sugieren que la inmovilización 
es menos agresiva para el animal que la inmersión o la suspensión o la aplicación de 
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descargas eléctricas (Retana-Márquez et al. 2003). Asímismo merece ser destacado 
que la inmovilización en este tipo de animales genera mayores niveles de hormonas 
del estrés que la realización de una prueba física en un tapiz rodante, lo que nos 
suguiere que el estrés psíquico es significativamente mayor que el físico tomando 
como referencia los niveles plasmáticos de cortisol. 
 
En cualquier caso, estos protocolos de inmovilización están perfectamente 
descritos en la literatura ya que han sido ampliamente utilizados en estudios 
conductuales y de comportamiento de animales de experimentación (Abidin et al. 
2004).  
 
Sin embargo, hasta la fecha se le ha prestado escasa atención al posible 
papel del estrés psíquico inducido por inmovilización en la valoración del daño 
oxidativo. Por lo que, de ser favorables los resultados, contribuiríamos en la 
estandarización y recomendación de este tipo de procedimientos para aplicarlos en 
esta línea de trabajo.  
 
Y es que en los últimos años ha ido creciendo el interés por el estrés 
oxidativo en el campo de la medicina del deporte por dos razones 
fundamentalmente.  
 
Por un lado, por su posible influencia en el rendimiento deportivo de los 
atletas. En este sentido, el estrés oxidativo podría ser uno de los factores que 
conducen a la fatiga muscular tal y como expresaron en un clásico estudio Barclay y 
Hansel (1991).  
 
Por otro, aunque no menos importante, por la repercusión que el deporte 
de competición con sus enormes exigencias físicas podría tener en la salud del 
deportista a medio-largo plazo (Packer 1997). Y no solo a estos sino también a los 
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deportistas recreacionales que puntualmente se someten a ejercicios extenuantes 
(Clarkson 1995). 
 
Por consiguiente nos encontramos ante dos temas que en la actualidad 
acaparan multitud de originales y revisiones en las bases de datos, especialmente 
este último. De hecho se estima que cada seis años se duplican los títulos 
publicados relativos al estrés oxidativo en la literatura especializada, observándose 
que además del músculo, el hígado cobra cada vez mayor importancia como órgano 
diana. 
 
De hecho, el hígado es un órgano clave en numerosos procesos 
metabólicos y detoxificadores lo que conlleva su exposición a gran cantidad de 
especies reactivas de oxígeno (ROS) tanto endógenos, por la cadena respiratoria 
(Inoue et al. 2003), como exógenos, por la enorme vascularización que soporta 
(Poli 2000). De hecho, éste ha sido objeto de estudio en frecuentes ocasiones a la 
hora de valorar el estrés oxidativo tanto en su vertiente pro-oxidante (Venditti et al. 
2004) como en la antioxidante (Zaidi et al. 2005). 
 
Y es que el estrés oxidativo es un evento fisiopatológico común a diversos 
procesos patológicos que asientan en este órgano y que van desde trastornos 
metabólicos hasta los proliferativos, pasando por la isquemia/repercusión propia de 
los trasplantes hepáticos. Por ello profundizar en su estudio podría ser de enorme 
interés con vistas a la identificación de biomarcadores del daño oxidativo. Máxime 
cuando éstos permitirían una detección precoz del proceso, la monitorización del 
mismo e incluso su respuesta frente a sus correspondientes estrategias terapéuticas. 
(Cesaratto et al. 2004). 
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Para que el daño oxidativo celular sea una realidad necesitamos que 
aumente la producción de radicales libres o bien que disminuya la actividad de los 
antioxidantes (Nakazawa et al. 1996). 
 
Y es que,  aunque el anión superóxido no es especialmente citotóxico, si 
puede dar lugar a radicales de mayor actividad como los radicales hidroxilos (Rosser 
y Gores 1995) que atacarían con mayor avidez a las biomacromoléculas como 
lípidos, proteínas e incluso el propio material genético (Berlett et al. 1997). 
 
Los investigadores podemos objetivar indirectamente dicho daño oxidativo 
en un individuo establecido mediante la determinación de la peroxidación lipídica, 
de la oxidación de proteínas y del material genético (DNA). 
 
Pero también existe un mecanismo indirecto que daña a las células 
mediante la activación de factores de transcripción que conducen a la síntesis de 
citokinas proinflamatorias y moléculas de adhesión (Rosser y Gores 1995).  
 
Las membranas biológicas son sitios de enorme trascendencia para nuestra 
homeostasis al ser donde asientan enzimas, receptores de hormonas, trasportadores 
de iones y metabolitos, etc. El principal componente de las mismas son los 
fosfolípidos que contienen los ácidos grasos poliinsaturados, conocidos por su 
acrónimo inglés PUFA. Éstos a su vez presentan grupos metileno (-CH2) que son 
altamente vulnerables al ataque de los radicales libres (Stubbs y Smith 1984). 
 
El proceso de peroxidación lipídica se inicia cuando los radicales libres 
atacan al átomo de hidrógeno de un grupo metileno (-CH2) de los ácidos grasos 
polinsaturados (PUFA) de las membranas celulares. E incluso va más allá ya que los 
radicales peroxilos que se forman serán capaces de propagar el daño oxidativo al ser 
productos altamente inestables. 




 Todo ello implicaría no solo una alteración de su funcionalidad sino 
también de la permeabilidad de la membrana con la consiguiente pérdida de su 
capacidad de barrera y de su fluidez. Asimismo la alteración de las membranas 
celulares afectará a diversas funciones celulares como el metabolismo del ácido 
araquidónico (leucotrienos y prostaglandinas), metabolismo del calcio, regulación 
de la acción de hormonas liposolubles, entre otras (Selvam 2002).  
 
Habida cuenta que los productos derivados de la peroxidación van a 
depender no solo de la composición química del tejido sino también de la presencia 
o ausencia de iones metálicos, no se acepta en la actualidad ningún biomarcador 
como estándar o referencia a la hora de estudiar el daño oxidativo de un 
determinado individuo (Halliwell y Chirico,1993).  
 
Una de las técnicas más empleadas en los últimos años es precisamente la 
determinación de subproductos de la peroxidación lipídica en la que los TBARS 
(sustancias reactivas de ácido tiobarbitúrico) ha tenido una buena acogida entre los 
grupos de investigación (Janero 1990).  
 
En todo caso, la valoración del daño oxidativo a través de la peroxidación 
lipídica necesita ser complementada con el estudio de otras variables también 
indirectas como por ejemplo la oxidación de proteínas. Esta se define como una 
modificación covalente de una proteina inducida por especies reactivas de oxígeno 
(ROS), que afectan fundamentalmente a ciertos aminoácidos (histidina, arginina, 
lisina, y prolina)  y que se puede objetivar mediante la determinación de grupos 
carbonilos.  
 
En otro orden de cosas convendría matizar que el objetivo fundamental en 
este campo deberá entrarse en mantener intacto el equilibrio redox  para evitar el 
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daño oxidativo, pero no en acabar por completo con la producción de especies 
reactivas de oxígeno. Y es que éstas pueden formar parte de procesos celulares 
fundamentales para nuestra salud y bienestar. Así, desempeñan un rol esencial en la 
fagocitosis y posterior destrucción de microorganismos (Lilius y Marnila 1992). 
También son capaces de regular la expresión de genes como c-myc, c-fos ó b-actin 
que a la sazón participarán en el crecimiento, diferenciación y desarrollo de algunas 
líneas celulares (Amstad et al. 1992). E incluso podrían participar en la fisiología de 
la vasoregulación (Okatani et al. 1998). 
 
Al hacer una revisión de la literatura se desprende que la ingesta de 
antioxidantes, fundamentalmente vitaminas (E y C) podrían reducir el daño 
oxidativo. Y más recientemente que el ejercicio físico regular a intensidad ligera-
moderada también podría hacerlo.Y por el contrario, desde principio de los 80 ya 
sabemos por pruebas realizadas con resonancia electrónica en homogeneizados 
musculares que la actividad física extenuante incrementa la producción de radicales 
libres en ratas (Davies et al. 1982). 
 
Durante el metabolismo oxidativo, la mayor parte del oxígeno se une al 
hidrógeno durante la fosforilación oxidativa, formando agua. Sin embargo, se 
estima que un 4-5% del oxígeno consumido durante la respiración celular no se 
reduce completamente hasta formar una molécula de agua sino que generará 
radicales libres. 
 
Como vemos, los organismos aeróbicos deben pagar un alto precio por la 
enorme ventaja evolutiva que supone el metabolismo aeróbico, que permite 
maximizar la energía obtenida por unidad de sustrato así como evitar la 
acumulación de lactato, a la postre, uno de los elementos claves en la fatiga 
muscular. 
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El incremento de las demandas energéticas durante la práctica de ejercicio 
físico, especialmente de tipo máximo o exteuante, obliga a incrementar el aporte de 
oxígeno a los tejidos activos (Asha Devi, 2002). Así mientras el incremento en 
líneas generales es de 10-15 veces el del estado de reposo,  a nivel muscular, el 
incremento puede llegar hasta 100 veces sus valores basales. A su vez, esto se asocia 
con un aumento de 30 veces su flujo sanguíneo habitual y de 3 veces la diferencia 
arterio-venosa de oxígeno. 
 
Al hacer una revisión de la literatura especializada, destacando los originales 
publicados por Alessio (1993), Packer (1997), Sen (1995) se desprende que este tipo 
de ejercicio generaría radicales libres por cuatro mecanismos posibles, a saber: 
a. incremento de la liberación de adrenalina y otras catecolaminas 
que a su vez producirán especies reactivas de oxígeno 
b. producción de ácido láctico que podría transformar radicales 
relativamente débiles desde un punto de vista del daño oxidativo, como los 
superóxidos, en otros significativamente más agresivos como los radicales 
hidroxilos 
c. por la respuesta inflamatoria secundaría al daño muscular 
ocasionado por el sobre uso 
d. por la reperfusión de los órganos nobles tras un ejercicio intenso 
en el que la sangre estaba mayoritariamente a nivel periférico, esto es, a 
nivel muscular. Y es que la producción de especies reactivas de oxígeno se 
incrementa dramáticamente durante la reperfusión porque los electrones 
liberados de la cadena respiratoria pueden ser donados directamente al 
oxígeno recién llegado.  
 
En todo esto también parece influir decisivamente la enzima xantina 
oxidasa que debe transformar la hipoxantina en xantina y ácido úrico dando lugar a 
la liberación de O2-. Y esto ocurre en situaciones de actividad física máxima o 
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extenuante donde la actividad de la xantina oxidasa plasmática se incrementó 10 
veces (Radak et al. 1995; Rasanen et al. 1996). 
 
Por todo ello convendría matizar que mientras actividades máximas o 
extenuantes si se han correlacionado con un aumento de la actividad pro-oxidante 
(Ogonovszky et al. 2005; Palazzetti et al. 2003), los programas de resistencia que 
comprenden actividades de intensidad ligera-moderada pero mayor duración juegan 
un papel beneficioso en el metabolismo redox (Chang et al. 2004; Oztasan et al. 
2004). 
 
Partiendo con la premisa de que el daño oxidativo durante el ejercicio 
intenso es un hecho real, el estudio del efecto de la suplementación dietética con 
antioxidantes, ya sea de manera individual o combinada formando cóctel, tanto para 
aumentar el rendimiento deportivo como para prevenir el daño oxidativo ha 
recibido gran interés (Goldfarb 1993). Y si bien el primero de los supuestos 
planteados resulta más contradictorio, con respecto al segundo, los resultados 
publicados parecen optimistas. 
 
Con todo, la industria farmacéutica ha realizado grandes esfuerzos para 
intentar venderlos con esta doble pretensión teórica a todos los que practican 
deporte. Así no es de extrañar que diversas encuestas hayan puesto de manifiesto 
que la mayoría de los atletas de élite consumen suplementos vitamínicos que 
contienen cantidades 50-100 veces mayores que las recomendadas por las 
autoridades sanitarias norteamericanas (Williams 1989). Sin embargo no existe 
acuerdo unánime sobre su utilización en aquellos individuos que siguen dietas 
equilibradas y mucho menos consenso a la hora de recomendar megadosis 
(Williams 1989). 
Asimismo, el uso continuado de megadosis de antioxidantes puede llegar a 
ser perjudicial en individuos que realizan actividad física regular (Cao y Cutler 
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1993). De hecho, Hennekens et al. (1994) en un editorial publicado en The New 
England Journal of Medicine mostró su escepticismo acerca de las ventajas que 
para la salud tendría el abuso de antioxidantes. Para ello tomó como referencia un 
clásico estudio finlandés publicado por Heinonen et al. (1994) en el que se 
demostró una incidencia mayor de cáncer de pulmón entre los fumadores que 
tomaban suplementos de B-carotenos que los que tomaron placebo. 
 
La vitamina E es una sustancia de reconocida capacidad antioxidante. Al 
ser de naturaleza lipofílica se encuentra muy cómoda entre las membranas celulares 
y de las organelas, lo que justifica su idoneidad para neutralizar los radicales libres 
responsables de la peroxidación lipídica. De ahí su frecuente uso como suplemento 
en la literatura especializada como en la práctica.  De los cuatro isómeros de 
tocoferol (α, β, δ, γ), el α-tocoferol es el de mayor poder antioxidante por sus tres 
metilos de su anillo fenólico (Kamal-Eldin y Appelqvist, 1996). 
 
 En todo caso, al ser de naturaleza lipofílica se encuentra muy cómoda 
entre las membranas celulares y de las organelas. Lo que facilitará su tarea de 
neutralizar los radicales derivados de la peroxidación lipídica de los PUFA como los 
radicales alquilo (L-), peroxilos (LOO-) y alquioxilos (LO-). Esta reacción, en la que 
el tocoferol cede un hidrogenion al radical lipídico dara como resultado la 
formación de un radical tocoferoxilo (Buettner 1993). 
 
Así, en ratas, la suplementación con vitamina E protege al hígado de la 
oxidación proteica inducida por ejercicio intenso. En este mismo sentido, la 
deficiencia de vitamina E se acompaña de un mayor daño peroxidativo no solo a 
nivel hepático sino también muscular (Goldfarb y Sen, 1994a). Así mismo, Zaidi y 
Banu (2004) refirieron que  el suplemento con esta vitamina E (a razón de 15 
mg/kg de peso) ofrecía mejores resultados en la peroxidación lipídica que un cóctel 
que combina vitaminas A y C en ratas sometidas a estrés emocional. E incluso 
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autores como Flader et al. (2003) van más allá y publican que megadosis de 
vitamina E de 3 y 10 g/kg de peso lejos de tener un efecto pro-oxidante, 
incrementó la capacidad antioxidativa del hígado. 
 
La vitamina C (ácido ascórbico) es otro de los elementos que presentan 
propiedades antioxoidantes y como tal ha sido propuesta en numerosos trabajos 
(Smirnoff 2000). Como la anterior, no puede ser sintetizada por los mamíferos y 
necesita ser ingerida en nuestra dieta (vegetales), si bien esta es hidrosoluble y se 
localiza en el citosol y en fluidos extracelulares. Por lo tanto será en fase acuosa 
donde ceda con gran facilidad sus electrones en un amplio rango de reacciones 
enzimáticas y no enzimáticas. Sin embargo, los efectos de la suplementación con 
vitamina C son más difíciles de predecir ya que ésta podría actuar tanto como 
antioxidante como prooxidante, al reducir el ión ferrico a ferroso, formándose un 
radical ascorbilo (mono- o di-deshidroascorbato) que podría finalmente 
descomponerse y dar lugar a la producción de radicales hidroperóxidos (OH-). 
Como muestra de ello, a dosis de 4 g/kg diarios prevalecieron los efectos 
prooxidantes en cobayas (Packer et al. 1986). 
 
A la vista de todo lo anteriormente expuesto nos pareció de enorme interés 
centrar nuestra investigación en esta línea de trabajo, diseñando un proyecto de 
















3.- HIPÓTESIS PLANTEADA 
 
Se sabe que hoy en día existen numerosos factores desencadenantes  de la 
formación de radicales libres y su consecuente daño celular. Estos factores pueden 
ser  intrínsecos, como el metabolismo celular y, extrínsecos como agentes tóxicos, 
irradiación, estrés emocional, ejercicio físico excesivo, entre otros. 
 
 Conociendo que hay autores  que han asociado la formación de radicales 
libres con estrés psíquico y fundamentándonos en un programa de entrenamiento 
de fuerza asociado a una suplementación  con antioxidantes nos llevaría a la 
disminución de los efectos provocados por la formación de radicales libres, 
pensamos que esta combinación podría dar lugar a beneficios significativos en la 
reducción del daño oxidativo que aparece como consecuencia del estrés psíquico 
asociado a procesos tanto fisiológicos como patológicos. 
 
            Por todo ello proponemos como hipótesis de trabajo, que la aplicación de 
un protocolo de intervención mixto basado en la realización de un programa de 
entrenamiento de fuerza y la ingesta oral de antioxidantes podría ser la mejor 
estrategia a la hora de reducir significativamente el daño oxidativo en ratas 
emocionalmente estresadas. 
   
Para profundizar en este tema y contribuir a un mayor conocimiento del 
mismo, diseñamos este estudio experimental que tras obtener la suficiencia 
investagadora culmina hoy con la presentación de esta tesis. 
 










Para el elevar a la categoría de Tesis Doctoral la hipótesis planteada en el 
apartado anterior planteamos los siguientes objetivos: 
 
 
1. Valorar y analizar el comportamiento del Estatus Total Antioxidante plasmático 
en ratas emocionalmente estresadas sometidas a diversos tratamientos antioxidantes 
 
2. Valorar y analizar el comportamiento de los niveles plasmáticos de 
malondialdehido como producto derivado de la lipoperoxidación, en ratas 
emocionalmente estresadas sometidas a diversos tratamientos antioxidantes 
 
3. Valorar y analizar el comportamiento de los niveles plasmáticos de grupos 
carbonilos como producto derivado de la oxidación de proteinas, en ratas 










5.-  JUSTIFICACIÓN Y UTILIDAD PRÁCTICA 
 
 El daño oxidativo es un asunto que ocupa y preocupa a buena parte de la 
comunidad científica nacional e internacional. Prueba de ello es que al hacer una 
revisión actualizada en una base de datos como Medline con la palabra clave 
“Oxidative Stress” extraida del MeSH aparecen un total de 67738 entradas de las 
que 11981 se corresponden con artículos de revisión. 
 
 Y es que recientes estudios han concluido que el daño oxidativo se asocia 
desde un punto de vista fisiopatológico a un envejecimiento precoz además de a 
numerosas patologías como cardiopatía isquémica, inmunodeficiencia, 
neurodegeneración, determinados tipos de cancer, etc. (Valko et al. 2007). 
 
 Por todo ello el interés por identificar estrategias antioxidantes esta 
creciendo de manera exponencial a la vez que lo hacen los artículos existentes en la 
literatura especializada. 
 
 En lo que respecta al ejercicio físico, parece que el realizado a intensidades 
máximas incrementa el daño oxidativo. Esto debería preocupar no solo a los 
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deportistas profesionales que deben hacer frente a unas máximas exigencias tanto 
físicas (duración de los programas de entrenamiento, intensidad de trabajo máxima, 
etc.) como mentales (estrés emocional, etc.). También a los deportistas ocasionales 
que intentan compensar la falta de entrenamiento a lo largo de la semana con 
únicas sesiones de trabajo a una intensidad máxima o extenuante (Tauler et al. 
2005). 
 
 A día de hoy son numerosas las sustancias antioxidantes conocidas y que se 
administran en forma de suplementos por vía oral (Atalay et al. 2006; Thomas et al. 
2007). Afortunadamente el propio ejercicio físico de tipo aeróbico realizado a 
intensidad ligera-moderada podría incluso mejorar el equilibrio redox (Ordoñez et 
al. 2007).  
 
 Precisamente nuestro trabajo de tesis se centra en el entrenamiento de 














Para la realización de los distintos ensayos se necesitaron 125 ratas machos 




 El cocktail de antioxidantes estaba compuesto por vitamina C (15 mg/Kg 
de peso) y Vitamina E (succinato ácido de alfa-tocoferol) (1,2 mg/Kg de peso) 
disuelto en una solución hidroalcohólica al 3% a causa del carácter hidrófobo de la 
vitamina E. Ambos productos pertenecían a la marca Sigma Co (St. Louis Mo. 
USA) 
 
6.1.3.- Tubos PVC 
 
 Para la producción de estrés emocional en los animales, se recurrió al 
método de la inmovilización, utilizando para ello tubos de PVC con dimensiones de 
250 x 70 mm, estando uno de los extremos cerrados y el otro provisto de una 
tapadera para permitir ajustar al animal.  
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 Para la el desarrollo de esta tesis doctoral se utilizó un ordenador personal 
Macintosh G5 y un ordenador PC portátil Sony modelo PGC-8Q8M. Una 
impresora HP Laser 1600, un scanner Epson 2400 photo, una maquina fotográfica  









Laboratorio de la Escuela de Medicina de la Educación Física y el Deporte 
de la Universidad de Cádiz. 
Laboratorio del Departamento de Anatomía y Embriología de la 
Universidad de Cádiz. 
 Laboratorio del Ejercicio Físico de la UFSCAR (Universidad Federal de 
Sao Carlos, Brasil). 
            Laboratorio de Medicina del Deporte de la Universidad de la Sapienza de 
Roma. 
Servicios Centrales de la Universidad de Cádiz. 









6.2.1.- Modelo experimental 
 
Los animales (rata Wistar) se seleccionaron desde su nacimiento, 
manteniéndose en un ciclo de luz-oscuridad de 12:12 horas y en las mismas 
condiciones de nutrición y temperatura durante el tiempo que duró el experimento. 
Se distribuyó al azar  en 5 lotes compuestos de 25 especimenes cada uno, según la 
siguiente tabla: 
 
LOTE Nº 1 RATAS CONTROL 
LOTE Nº 2 25 RATAS SOMETIDAS  
ESTRÉS PSÍQUICO 
LOTE Nº 3 25 RATAS SOMETIDAS 
ESTRÉS Y EJERCICIO DE FUERZA 
LOTE Nº 4 25 RATAS SOMETIDAS 
ESTRÉS Y ANTIOXIDANTES 
LOTE Nº 5 25 RATAS SOMETIDAS 
ESTRÉS, EJERCICIO DE FUERZA, 
ADMINSTRACIÓN ANTIOXIDANTES 
 
6.2.1.1.- Programa de Entrenamiento de Fuerza 
 
 El  programa de entrenamiento de fuerza que aplicamos en nuestro estudio 
fue una modificación del diseñado por Tamaki et al. (1992) habida cuenta de su alta 
reproducibilidad en la comunidad científica nacional e internacional.  
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 De manera resumida este protocolo se basa en el movimiento reflejo de las 
patas traseras tras la estimulación de la cola, lo que puede ser aprovechado para 
desplazar una carga de trabajo. Para evitar el trabajo excéntrico del cuadriceps del 
animal se prestó especial atención para que éste no se levantara del suelo. Y es que 
es precisamente durante la caída cuando se produce el trabajo excéntrico que 
predispone a lesiones musculares y podría enmascarar los resultados de nuestro 
trabajo (Coffey et al. 2007).  
 
 En concreto diseñamos un programa de 8 semanas, con 5 sesiones semana.  
Cada una de estas sesiones constaba de 4 series de 12 repeticiones con intervalo de 
120 segundos entre unas y otras. Las cargas de trabajo fueron progresivas oscilando 
del 60 al 75% de su Repetición Máxima (RM) con un incremento de 5% cada 2 
semanas de entrenamiento.  
 
 Merece ser destacado que 1 RM se define como la máxima carga 
desplazada por cada uno de los animales después de su estimulación (Barauna et a. 
2005). Para las mediciones utilizamos el sistema Smith que entre otras novedades 
incluye un traje de nylon sujeto por tiras de velcro a una plataforma de madera. 
 
 Finalmente, los valores obtenidos relativos a la mejora de la fuerza 
muscular de las ratas del grupo experimental fueron similares a los publicados con 
anterioridad por autores como Barauna et al. (2007) y Yaspelkis et al. (2002). 




6.2.1.2.- Administración Antioxidantes 
 
 Para la administración del suplemento de antioxidantes (Vitamina C y 
Vitamina E) se les inyecto vía subcutánea el cocktail a los lotes número 4 y 5 a las 
dosis dispuestas anteriormente, durante 8 semanas, 5 días a la semana. 
 
6.2.1.3.- Provocación de estrés psíquico 
 
Como agente estresante psíquico se recurrió a la inmovilización siguiendo 
el protocolo descrito recientemente para ratas Wistar por Trneckova et al. (2004).  
 
 Las ratas se inmovilizaron introduciéndolas en los tubos cilíndricos de 
PVC descritos en el apartado de material, ajustando el animal con un tapón de 
plástico de tal manera que no pudiera moverse. Asimismo cabe destacar que el 
tapón presentaba un pequeño orificio de 1 cm. de diámetro para que el animal 
pudiera respirar. Las sesiones fueron de 1 hora al día durante 5 días a la semana 
durante 8 semanas en la misma franja horaria de 10:00 a 12:00 horas (Ely et al., 
1997). 
 
6.2.2.- Recogida de muestras 
 
Durante toda la experiencia se respetaron escrupulosamente los principios 
recogidos en la Guía para  Investigación con Animales de Experimentación  del 
Colegio Americano de Medicina del Deporte (Policy of the American College of 
Sport Medicine on Research with Experimental Animals). 
 
Tesis Doctoral                                                                                     Ignacio Rosety  Rodríguez 
 
35 
Todos los animales fueron sacrificados 24 horas después de la última 
sesión prevista en nuestra experiencia utilizando un anestésico tipo Pentobarbital 
Sódico (6mg/100 g peso) mediante inyección intraperitoneal para evitar un mayor 
estrés que pudiera sesgar nuestros resultados. 
 
El sacrificio se produjo por decapitación y las muestras de sangre recogidas 
por drenaje espontáneo de la yugular. Las muestras se coleccionaron en tubos 
estériles de plástico desechable con una solución anticoagulante de EDTA  y se 
centrifugaron a 3000 rpm durante 30 minutos. El suero fue extraído por aspiración 
con pipetas Pasteur y congelado a -80ºC hasta su posterior utilización.  
 
  
6.2.3.- Análisis de las muestras 
 
6.2.3.1.- Hormona Adenocorticotropa (ACTH)   
 
La concentración plasmática de ACTH se determinó mediante 
radioinmunoensayo con 125 I facilitado por la casa CIS Bio International Ltd.. Se 
expresó como pg/ml de plasma. Para evitar la posible influencia del ritmo 
circadiano en los pulsos de secreción de esta hormona, todas las determinaciones se 
hicieron entre las 10:00 y las 11:00 horas cuando los niveles de ACTH están 
relativamente bajos. 
 
6.2.3.2.- Estatus antioxidante total (TAS) 
 
El análisis del TAS se realizó mediante autoanalizador  RA 500 de 
Technicom usando un kit de laboratorios Randox (Crumlin, United Kingdom).  
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Entre los reactivos usado figura el cromógeno, que se reconstituye con 10 ml de 
tampón fosfato salino a concentración de 5Mm con pH 7,4. Este cromógeno 
presenta una peroxidasa, la metamioglobina a concentración 6,1 um/L y el 2,2-
azino-di-(3-etilbenzotiazolin sulfonato)  a 610 umol./L . Como substrato se utilizó 
el peróxido de hidrógeno a una concentración de 250 umol./L. 
 
 La absorbancia se midió a una longitud de onda de 600 nm en cubetas de 
espectrofotómetro de 1 cm. de espesor. 
 
 Los reactivos se mantuvieron en un baño a temperatura de 37ºC. Los 
resultados se expresaron en mmol./l. (Benot et al., 1998). 
 
Nuestra decisión de elegir TAS (Total Antioxidant Status) frente al TRAP 
(Total Reactive Antioxidant Potential) se debió no solo a la mayor facilidad técnica 
del primero sino también a las críticas de imprecisión que han recaido sobre TRAP 
por la dificultad del electrodo de oxígeno de mantener su estabilidad durante el 
tiempo que requiere para realizar  sus determinaciones (Rice-Evans y Millar 1994; 
Serafíni y del Rio, 2004). 
  
6.2.3.3.- Peroxidación lipídica (TBARS) 
 
La peroxidación lipídica se valoró en niveles plasmáticos por el método 
propuesto por Draper y Hadley (1990). De manera resumida, las muestras (200 µl) 
se mezclaron con ácido tricloroacético al 10% (400 µl)  y centrifugándose 
posteriormente durante 10 minutos (4000 x g). El sobrenadante se mezcló con un 
volumen igual de ácido tiobarbitúrico 0.67% calentándose en un baño de agua 
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durante 15 minutos. Para la determinación de los TBARS se valoró su absorbancia 
a una longitud de onda de 535 nm. En cualquier caso, los TBARS se expresaron 
como umol/l de plasma 
 
6.2.3.4.- Oxidación proteica (Grupos Carbonilos) 
 
Para estudiar la oxidación proteica se realizó el test de los grupos 
carbonilos sobre niveles plasmáticos siguiendo la metodología propuesta por 
Levine et al (1990). Para el tratamiento de las muestras se usarán 10 mM de 2,4-
dinitrofenilhidrazina disueltos en una solución de 2.5 mM de ácido clorhídrico 
mientras los controles se trataron solo con los 2.5 mM de clorhídrico. 
La determinación de los grupos carbonilos se realizó con una longitud de 
onda de 366 nm con un coeficiente de absorción de 22,000 M-1 cm-1. La 
concentración de proteínas de las muestras control se desarrolló midiendo la 
absorbancia a 280 nm usando una curva de calibración estándar de albúmina bovina 
sérica (BSA) en 6 M clorhidrato de guanidina y 20 mM fosfato potásico como 
tampón (pH 2.3). Todo ello nos permitió expresar los resultados en umol/l de 
plasma 
 
6.2.3.- Tratamiento estadístico de los resultados 
 
Para el tratamiento estadístico de los resultados se utilizó el software SPSS 
Versión 16.0.  
 
Los resultados se expresaron como media ± sd y su intervalo de confianza 
al 95%.  
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Para estudiar el carácter de la distribución, se realizó el test de normalidad 
de Kolmogorov-Smirnov.  
 
La comparación entre medias se llevó a cabo mediante el test de la t de 
Student para datos apareados. Asimismo se recurrió al análisis de la varianza 
(ANOVA) a la hora de esdtablecer cual fue la mejor estrategia para combatir el 
































7.1.- HORMONA ADENOCORTICOTROPA (ACTH) 
 
Tal y como se recoge en la literatura especializada para determinar el nivel 
de estrés se recurrió a la determinación de los niveles plasmáticos de la hormona 
adenocorticotropa (ACTH). Como preveíamos, su nivel aumentó hasta los 1592.3 ± 
68.1 pg/ml en los animales sometidos a estrés emocional por inmovilización siendo 
este incremento significativo cuando se compara con sus valores basales previos a 
la inmovilización (Tablas 1 y 2). Por otro lado, los niveles de ACTH plasmáticos de 
los animales del grupo control permanecieron sin cambios hasta el final de nuestra 
experiencia (Tabla 3). 
 
 
Tabla 1. Niveles plasmáticos de la hormona adenocorticotropa (ACTH) en el grupo 
experimental antes y después de ser sometidas a estrés emocional por 
inmovilización (n=25). 
 





± 9.6  
± 68.1 
[221.8 – 273.9] 
[ 1488.7 – 1657.6] 
NOTA: Concentración plasmática de ACTH expresada en pg/ml. Resultados 






Tesis Doctoral                                                                                     Ignacio Rosety  Rodríguez 
 
40 
Tabla 2. Comparación de medias de las concentraciones plasmáticas de la hormona 
adenocorticotropa (ACTH) en ratas del grupo experimental antes y después de ser 
sometidas a estrés emocional (n=25). 
    Pre-estrés    Post-estrés      Valor estadístico p   
ACTH  (pg/ml) 247.8 ±  9.6 1592.3 ±  68.1 0.0011* 
NOTA: Concentración plasmática de ACTH expresada en pg/ml. Resultados 
expresados como media ± desviación estandar (SD). * Los cambios observados son 
significativos para un valor del estadístico p <0.05. 
 
Tabla 3. Estudio comparativo de la media de las concentraciones plasmáticas de la 
hormona adenocorticotropa (ACTH) en ratas del grupo control al inicio y al final 
de nuestra experiencia de 8 semanas (n=25). 
    Inicio    Final      Valor estadístico p   
ACTH  (pg/ml) 249.5 ±  8.9 250.3 ±9.3 0.056 
NOTA: Concentración plasmática de ACTH expresada en pg/ml. Resultados 
expresados como media ± desviación estandar (SD). 
 
 
7.2.- ESTATUS ANTIOXIDANTE TOTAL (TAS) PLASMÁTICO 
 
Considerado el mejor parámetro para la evaluación en general del nivel de 
defensas antioxidantes, el TAS en el grupo sometido a estrés psiquico por 
inmovilización mostró una descenso significativo del contenido total de 
antioxidantes plasmáticos (0.55±0.03 mmol/l) cuando se compara con los valores 
presentados por los especimenes de ratas del grupo control (0.91±0.02 mmol/l) 
(Tablas 4 y 5). El resto de valores presentado por los distintos lotes se recoge en 
Tablas 6, 7 y 8. 
 
Al finalizar la experiencia, sus niveles plasmáticos aumentaron de manera 
significativa tanto en los especímenes de los lotes 3 (ejercicio de fuerza), 4 
(suplemento vitamínico) y 5 (combinación ejercicio y suplementos vitamínicos) 
cuando se compara con los valores mostrados por los especimenes estresados 
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(Tablas 19, 20 y 21) Asimismo parece existir una clara y significativa diferencia a 
favor del lote 5 como mejor estrategia para aumentar esta variable. 
 
Tabla 4. Estatus total antioxidante plasmático en el grupo de ratas control (n=25). 
 
 Media SD I.C. al 95% 
TAS  0.93 ± 0.04 [0.89 – 0.95] 
NOTA: Estatus total antioxidante (TAS) plasmático expresado en mmol/l.  
 
Tabla 5. Estatus total antioxidante plasmático de ratas sometidas a estrés psíquico 
por inmovilización (n=25). 
 
 Media SD I.C. al 95% 
TAS  0.57 ± 0.06 [0.51 – 0.63] 
NOTA: Estatus total antioxidante (TAS) plasmático expresado en mmol/l.  
 
Tabla 6. Estatus total antioxidante plasmático de ratas sometidas a estrés psíquico 
por inmovilización a la vez que a un programa de entrenamiento 5 días a la semana 
durante 8 semanas (n=25). 
 
 Media SD I.C. al 95% 
TAS  0.72 ± 0.03 [0.69 – 0.76] 
NOTA: Estatus total antioxidante plasmático (TAS) expresado en mmol/l. 
 
Tabla 7. Estatus total antioxidante plasmático de ratas sometidas a estrés psíquico 
por inmovilización a la vez que se les suministra un suplemento vitamínico 
(vitaminas C y E) (n=25). 
 
 Media SD I.C. al 95% 
TAS  0.77 ± 0.04 [0.72 – 0.79] 
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Tabla 8. Estatus total antioxidante de ratas sometidas a estrés psíquico por 
inmovilización a la vez que a un programa de entrenamiento 5 días a la semana 
durante 8 semanas combinado con suplemento vitamínico a base de vitaminas C y 
E (n=25). 
 
 Media SD I.C. al 95% 
TAS  0.88 ± 0.03 [0.85 – 0.92] 
NOTA: Estatus total antioxidante (TAS) plasmático expresado en mmol/l.  
 
 
7.3.- OXIDACIÓN LIPÍDICA: SUSTANCIAS REACTIVAS AL ACIDO 
TIOBARBITÚRICO (TBARS) 
 
El estrés emocional inducido por inmovilización aumento de manera 
significativa los niveles plasmáticos de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 
(TBARS) de las ratas estresadas cuando se compara con el grupo control (Tablas 11 
y 12). El resto de valores presentados por los distintos lotes se recoge en las Tablas 
13, 14 y 15. 
 
Tanto el ejerció físico (lote 3) como la suplementación con antioxidantes 
(lote 4) como la combinación de ambos (lote 5) redujeron significativamente los 
niveles de los grupos carbonilos. En este sentido, el mejor comportamiento lo 
mostró la combinación de programa de entrenamiento de fuerza y cocktel de 
vitaminas (lote 5) (Tablas 19, 20 y 21)  
 
Tabla 9. Niveles plasmáticos de TBARS en el grupo de ratas control (n=25). 
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Tabla 11. Niveles plasmáticos de TBARS en el grupo de ratas sometidas a estrés 
emocional por inmovilización a la vez que a un programa de entrenamiento 5 días a 
la semana durante 8 semanas (n=25). 
 
 Media SD I.C. al 95% 
TBARS (µmol/l) 
 
8.5 ± 1.1 
 
[7.7 – 8.9] 
 
 
Tabla 12. Niveles plasmáticos de TBARS en el grupo de ratas sometidas a estrés 
emocional por inmovilización a la vez que se les suministra un suplemento 
vitamínico (vitaminas C y E) (n=25). 
 











Tabla 13. Niveles plasmáticos de TBARS en el grupo de ratas sometidas a estrés 
emocional (n=25).por inmovilización a la vez que a un programa de entrenamiento 
5 días a la semana durante 8 semanas combinado con suplemento vitamínico a base 
de vitaminas C y E (n=25). 
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7.4.- OXIDACION PROTEICA (GRUPOS CARBONILOS)  
 
El contenido de grupos carbonilos en niveles plasmáticos de los 
especimenes sometidos a estrés psíquico (lote 2) por  inmovilización se incrementó 
significativamente respecto a su valor inicial (Tablas 14 y 15). El resto de valores 
presentados por los distintos lotes se recoge en las tablas 16, 17 y 18. 
 
Tanto el ejerció físico (lote 3) como la suplementación con antioxidantes 
(lote 4) como la combinación de ambos (lote 5) redujeron significativamente los 
niveles de los grupos carbonilos.  En este sentido, el mejor comportamiento lo 
mostró la combinación de programa de entrenamiento de fuerza y cócktel 
vitaminico (lote 5) (Tablas 19, 20, 21).  
 
Tabla 14. Niveles plasmáticos de grupos carbonilos en el grupo de ratas control 
(n=25). 
 
 Media SD I.C. al 95% 
CARBONILOS (µmol/l) 3.77 ± 0.9  [3.04 – 4.11] 
 
 
Tabla 15. Niveles plasmáticos de grupos carbonilos de ratas sometidas a estrés 
psíquico por inmovilización (n=25). 
 
 Media SD I.C. al 95% 




Tabla 16. Niveles plasmáticos de grupos carbonilos de ratas sometidas a estrés 
emocional por inmovilización a la vez que a un programa de entrenamiento 5 días a 
la semana durante 8 semanas (n=25). 
 
 Media SD I.C. al 95% 
CARBONILOS (µmol/l) 4.34 ± 0.88  [3.92 – 4.86] 
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Tabla 17. Niveles plasmáticos de grupos carbonilos de ratas sometidas a estrés 
emocional por inmovilización a la vez que se les suministra un suplemento 
vitamínico (vitaminas C y E) (n=25). 
 
 Media SD I.C. al 95% 
CARBONILOS (µmol/l) 4.46 ± 0.97 [3.99 – 4.86] 
 
 
Tabla 18. Niveles plasmáticos de grupos carbonilos de ratas sometidas a estrés 
psíquico por inmovilización a la vez que a un programa de entrenamiento 5 días a la 
semana durante 8 semanas combinado con suplemento vitamínico a base de 
vitaminas C y E (n=25). 
 
 Media SD I.C. al 95% 





7.5.- ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS DISTINTOS LOTES 
ENSAYADOS. 
 
Tabla 19. Estudio comparativo de los valores medios del estatus antioxidante total 
plasmático y de marcadores de peroxidación lipídica y oxidación proteica de ratas 
control (lote A; n=25)  y ratas sometidas a estrés psíquico (lote B; n=25)  
 
      Lote A    Lote B   Valor  de p   
TAS 0.93 ± 0.04 0.57 ± 0.06 0.021* 
TBARS 7.2 ±  0.8 16.3 ±  1.4 0.016* 
CARBONILOS 3.77 ± 0.9 6.12 ±  1.4 0.032* 
NOTA: TAS: Estatus total antioxidante plasmático expresado en mmol/l. TBARS: 
Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico expresado en µmol/l de plasma. 
CARBONILOS: contenido en grupos carbonilos expresado en µmol/l de plasma. 
p: valor estadístico p. Los resultados se expresan como media ± SD. * Los cambios 
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Tabla 20. Estudio comparativo de los valores medios del estatus antioxidante total 
plasmático y de marcadores de peroxidación lipídica y oxidación proteica de ratas 
sometidas a estrés psíquico (lote B; n=25) y ratas sometidas a estrés psíquico que a 
la vez desarrollaron un programa de entrenamiento de fuerza 8 semanas (lote C; 
n=25)  
 
    Lote B    Lote C   Valor  de p   
TAS 0.55 ± 0.02 0.72 ± 0.03 0.025* 
TBARS 164.6 ± 7.3 8.5 ±  1.1 0.012* 
CARBONILOS 4.16 ±  0.12 4.34 ± 0.88 0.033* 
NOTA: TAS: Estatus total antioxidante plasmático expresado en mmol/l. TBARS: 
Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico expresado en µmol/l de plasma. 
CARBONILOS: contenido en grupos carbonilos expresado en µmol/l de plasma. 
Los resultados se expresan como media ± SD. * Los cambios observados son 






Tabla 21. Estudio comparativo de los valores medios del estatus antioxidante total 
plasmático y de marcadores de peroxidación lipídica y oxidación proteica de ratas 
sometidas a estrés psíquico (lote B; n=25)  y ratas sometidas a estrés psíquico a las 
que se suministró un suplemento vitamínico (vitaminas C y E) (lote D; n=25)  
 
    Lote B    Lote D   Valor  de p   
TAS 0.55 ± 0.02 0.77 ± 0.04 0.041* 
TBARS 164.6 ± 7.3 8.4 ±  0.9 0.018* 
CARBONILOS 4.16 ±  0.12 4.46 ± 0.97 0.026* 
NOTA: TAS: Estatus total antioxidante plasmático expresado en mmol/l. TBARS: 
Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico expresado en µmol/l de plasma. 
CARBONILOS: contenido en grupos carbonilos expresado en µmol/l de plasma. 
Los resultados se expresan como media ± SD. * Los cambios observados son 
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Tabla 22. Estudio comparativo de los valores medios del estatus antioxidante total 
plasmático y de marcadores de peroxidación lipídica y oxidación proteica de ratas 
sometidas a estrés psíquico (lote B; n=25)  y ratas sometidas a estrés psíquico que 
además de someterse al programa de entrenamiento de fuerza 8 semanas, recibieron 
suplementos vitamínicos (vitaminas C y E) (lote E; n=25)  
 
    Lote B    Lote E   Valor  de p   
TAS 0.55 ± 0.02 0.88 ± 0.03 0.008* 
TBARS 164.6 ± 7.3 7.4 ±  0.7 0.029* 
CARBONILOS 4.16 ±  0.12 3.92 ± 0.7 0.012* 
NOTA: TAS: Estatus total antioxidante plasmático expresado en mmol/l. TBARS: 
Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico expresado en µmol/l de plasma. 
CARBONILOS: contenido en grupos carbonilos expresado en µmol/l de plasma. 
Los resultados se expresan como media ± SD. * Los cambios observados son 



























8 .- DISCUSIÓN 
 
Como cabría esperar al revisar la literatura especializada,  el protocolo de 
inmovilización propuesto en nuestro trabajo generó un claro estrés psíquico en los 
animales tratados, como avala el incremento de ACTH a nivel plasmático.  
 
Nuestro resultado fue por tanto similar al presentado previamente por 
autores como Retana-Márquez et al. (2003) y Roman et al. (2004) si bien no nos 
hizo falta recurrir a métodos más agresivos para el animal como la suspensión o la 
aplicación de descargas eléctricas en las patas.  
 
Mención especial merece a este respecto,  el hecho de que no se produjo 
ninguna muerte durante el tiempo que duró nuestra experiencia en ninguno de los 
grupos de intervención o controles.  
 
La escasez de originales que valoren el daño oxidativo inducido por el 
estrés psíquico va a condicionar la capacidad de discusión de nuestro trabajo. A  
todo ello habría que añadir que autores como Sahin y Gumuslu (2004) refieren que 
las diferencias de metodologías y protocolos utilizados para producir el estrés 
psíquico van a tener su repercusión a la hora de interpretar los resultados de la 
peroxidación lipídica y proteica de los especimenes tratados. 
 
 
Por si esto fuera poco, el hecho de que la inmensa mayoría de trabajos que 
pretenden combatir el daño oxidativo con ejercicio se basen en actividades 
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aeróbicas y no de fuerza va a limitar aún más nuestra capacidad de discusión. Lo 
que visto desde un lado positivo viene a confirmar la originalidad de nuestro trabajo 
de tesis.  
 
Nuestro estudio pretende abarcar este asunto desde perspectivas lo más 
amplias posibles con vistas a incrementar y mejorar las interpretaciones que del 
mismo pudieran derivarse. Para tal fín complementaremos estudios de la capacidad 
antioxidante plasmática, como fiel reflejo del comportamiento redox extracelular, 
con otras determinaciones como la peroxidación lipdica de las membranas, a través 
de los TBARS, y la oxidación proteica, mediante la determinación de grupos 
carbonilos.  
 
Para evitar posibles errores a la hora de interpretar los resultados, parece 
evidente recomendar baterias de pruebas en vez de basar nuestro estudio en una 
única estrategia diagnóstica (Prior y Cao 1999). 
 
En líneas generales hemos encontrado mayores reducciones de los grupos 
carbonilos, marcadores de la oxidación proteica, que de los TBARS, marcadores de 
la peroxidación lipídica. Este hecho sugeriría la existencia de un mecanismo que 
repara de manera selectiva el daño oxidativo, atendiendo a la importancia 
fisiológica.  
 
 Nuestro grupo de investigación publicó con anterioridad buenos 
resultados con un programa de intervención basado en ejercicio de tipo aeróbico 
que consiguió reducir los niveles plasmáticos de productos derivados de la 
oxidación de biomacromoleculas además de proteger las crestas mitocondriales del 
daño oxidativo (Rosety-Rodriguez et al. 2006a,b; Rosety-Rodriguez et al. 2007; 
Rosety et al. 2008) 
 




8.1.- ESTADO ANTIOXIDANTE TOTAL (TAS) 
 
Nuestros resultados han puesto de manifiesto que el estrés psíquico 
inducido por inmovilización reduce significativamente el TAS plasmático de las 
ratas expuestas. Este hecho refleja claramente el daño oxidativo experimentado por 
los animales expuestos y coincide plenamente con los resultados recientemente 
publicados por Fontella et al. (2005) en el hipocampo de ratas Wistar sometidas a 
estrés emocional.  
 
 
El estrés crónico también redujo de manera significativa el estatus 
antioxidante total en tejido pulmonar de ratas (Torres et al. 2004). Estos mismos 
autores sin embargo no refirieron cambios significativos cuando el estrés al que se 
sometieron los animales fue agudo. 
 
Por consiguiente, a tenor de todos estos datos, el TAS parece un buen 
indicador de la lucha frente a los radicales que tiene lugar en el compartimento 
extracelular (Yu, 1994b). 
 
Para autores como Ghiselli et al. (2000) su estudio tiene mayor interés que 
la evaluación individualizada de los distintos antioxidantes por diversas razones. Por 
un lado porque nos ofrece una visión más real al facilitarnos la acción no solo de 
antioxidantes conocidos sino también de aquellos que aún no se han identificado o 
se suelen obviar, así como el resultado de las posibles interacciones entre ellos. De 
igual modo, al permitirnos monitorizar los niveles plasmáticos, nos dará una valiosa 
información sobre la absorción y biodisponibilidad de antioxidantes ya sean en 
forma de preparados comerciales o incluidos en la propia dieta.  
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Tras someterse al programa de entrenamiento durante 40 días los 
especimenes participantes experimentaron un aumento del nivel de antioxidantes 
plasmático. En esta misma línea se encuadran los resultados presentados por Asha-
devi et al. (2003a, b) en ratas tras 60 días de entrenamiento durante 5 días a la 
semana.  
 
Y en general se podrían citar multiples estudios que han descrito mejoras 
de la capacidad antioxidante tras someterse a este tipo de programas de 
intervención basados en el ejercicio físico regular a ligera-moderada intensidad 
(Chang et al. 2004; Ozcaya et al. 2002). Con la ventaja añadida respecto a los 
excelentes resultados publicados por Kakarla et al. (2005) en el hígado de ratas 
Wistar de que nuestro programa fue tan solo de 8 semanas en vez de las 12 que 
comprendía el programa del primero. 
 
Y aunque en nuestro diseño no se incluyeron para ser estudiadas, el 
ejercicio físico regular durante 12 semanas incrementa de manera significativa la 
actividad de enzimas antioxidantes como superóxido dismutasa (SOD), glutatión 
peroxidasa (GPx) y catalasa en el hígado de ratas tanto sanas (Kakarla et al. 2005) 
como con patología hipertensiva (Elhaimeur et al. 2003), protegiéndolas del daño 
oxidativo. 
 
 Asimismo las ratas tratadas con la suplementación de vitaminas E y C 
aumentaron de manera significativa el nivel plasmático de TAS. De hecho, tanto el 
α-tocoferol como el ácido ascórbico forman parte del pool de antioxidantes 
determinados por esta técnica. Zaidi et al. (2005) va más allá y concluye que la 
suplementación de vitamina E y C por si solas son capaces de mejorar el estatus 
antioxidante total de ratas sometidas a estrés crónico, si bien los mejores resultados 
los consigue con el cóctel de vitamina E y C. 
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Aunque los trabajos de Kahnna et al (1998) ya indicaban los buenos 
resultados presentados por los suplementos vitamínicos y el ejercicio en la 
capacidad antioxidante por separado, hasta la fecha actual muy pocos estudios han 
combinado ambos factores en un mismo protocolo de intervención. E incluso se 
obtenía resultados negativos cuando se utilizaba como complemento de las 
vitaminas una actividad física extenuante o máxima (Goldfarb et al. 1994). En 
nuestro trabajo se desarrolló esta experiencia y los resultados fueron muy positivos 
al incrementar de manera significativa el estatus antioxidante total plasmático. 
 
8.2.- PEROXIDACIÓN LIPÍDICA 
 
Nuestro trabajo ha puesto de manifiesto el daño oxidativo inducido por la 
inmovilización en niveles plasmáticos de las ratas participantes a través del aumento 
significativo de los TBARS.  
 
Y aunque algunos autores refieren la existencia de una cierta especificidad 
en la respuesta al daño oxidativo según tejidos, Torres et al. (2004) y Zaidi et al. 
(2005)  presentaron resultados similares en el pulmón de ratas sometidas a estrés 
psíquico crónico.  
 
Nuestros resultados son similares a los publicados por Davydov et al. 
(2004) si bien en nuestro caso los parámetros de daño oxidativo lipídico son 
mayores. El hecho de que nuestro periodo de inmovilización fuese mayor podría 
indicar que su efecto citotóxico es dependiente de la duración de la misma.  
 
En el otro extremo cabe puntualizar que el estrés psíquico agudo no ha 
sido capaz de aumentar de manera significativa la peroxidación lipídica de las ratas 
sometidas a éste tal y como refieren recientemente Sahin et al. (2004). 
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La edad de las ratas seleccionadas también merece por nuestra parte una 
consideración particular si partimos de la premisa de la clásica teoría del 
envejecimiento basada en el estrés oxidativo. Y es que al ser tan nuestros 
especimenes tan jóvenes, y en consecuencia no presentar un aumento de la 
peroxidación lipídica debida al envejecimiento, se entiende mejor por qué Martin et 
al. (2003) publicaron unos valores más altos de TBARS en el tejido hepático de 
ratas Wistar de 22 meses.  
 
Por todo ello entendemos que trabajando con especimenes jóvenes será 
más facil objetivar con mayor precisión el daño oxidativo inducido por la 
inmovilización. Y en consecuencia, el comportamiento de éste tras someterse los 
animales estresados a un programa de actividad física o a suplementos vitamínicos 
o a ambos. 
 
Asimismo merece ser destacado que los especimenes utilizados en nuestra 
experiencia se mantuvieron en unas condiciones de alimentación ad-libitum lo que 
nos permite descartar la influencia de la deprivación de alimento en el incremento 
del daño oxidativo inducido por cualquier agente estresante. Y es que, como 
publicaron recintemente Domenicali et al. (2001), el ayuno fue responsable del 
aumento significativo de la peroxidación lipídica obseravada al valorar los niveles de 
TBARS en el homogeneizado hepático de ratas sometidas a isquemia/reperfusión. 
 
Sea como fuere, en los estudios sobre el daño oxidativo cada vez se le 
presta mayor importancia a la valoración de la peroxidación lipídica ya que gracias a 
una reacción en cadena podría autopropagarse y así a partir de la oxidación de unas 
pocas moléculas dar lugar a un evidente daño no solo de la membrana celular sino 
de cualquier organela (Mylonas y Kouretas 1999). Máxime cuando por su alta 
capacidad de difusión estos productos de la peroxidación lipídica podrían actuar 
más allá de su propia fuente de producción (Briganti y Picardo 2003). Y aún más, si 
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cabe, desde que se conoció el importante papel que el estrés oxidativo 
desempeñaría en la fisiopatología de numerosos procesos patológicos 
(aterosclerosis, cataratas, envejecimiento, diabetes, artritis, entre otras.), 
 
Los especímenes sometidos a nuestro programa de entrenamiento 
redujeron significativamente el nivel de los TBARS en niveles plasmáticos, lo que 
confirma nuestra hipótesis de partida. Convendría ser enfatizado que estos buenos 
resultados se consiguieron solo tras 8 semanas de actividad mientras Gunduz et al. 
(2004) obtuvo unos resultados similares en un programa de intervención anual. 
 
Y aunque existe unanimidad a la hora de reconocer las bondades del 
ejercicio regular en la peroxidación lipídica, el mecanismo de acción íntimo que 
subyace a todo esto aún se discute (Servais et al. 2003). En todo caso, buena parte 
de los autores consultados refieren la buena adaptación de las defensas 
antioxidantes ante la acción de factores tanto endógenos como ambientales, 
encontrándose entre estos últimos la actividad física (Kim et al. 1996). Para otros 
autores como Hodgson (1985) el ejercicio físico mantenido en el tiempo aumentaría 
las proteinas mitocondriales lo que supondría un mejor aprovechamiento del 
oxígeno.  
 
En el otro extremo convendría matizar que el ejercicio físico intenso o 
extenuante aumenta la peroxidación por lo que debería descartarse (Benderitter et 
al. 1996). De hecho, uno de los primeros trabajos que se realizó sobre esta línea de 
investigación concluyó que la práctica de ejercicio maximal inducía un claro efecto 
dañino en forma de peroxidación lipídica de los tejidos (Dillard et al. 1978).  
 
De acuerdo con el reciente trabajo de Zaidi et al. (2005) la combinación de 
vitamina E y C mostró un excelente comportamiento a la hora de reducir la 
peroxidación lipídica en el hígado de rata sometida a estrés psíquico. De este trabajo 
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también se desprende que el cóctel de vitaminas mejoró los resultados de ambas 
vitaminas por separado (E y C) así como la posibilidad de administrarlas de manera 
preventiva y no solo cuando esté instaurado el daño oxidativo. 
 
Asimismo al revisar la literatura durante la elaboración de esta discusión 
comprobamos que incluso megadosis de vitamina E, como las ensayadas por Flader 
et al. (2003), mostraban efectos antioxidantes al reducir la producción habitual de 
TBARS en el tejido hepático de ratas sanas en comparación con ratas que no 
recibían este suplemento. 
 
Los mejores resultados se obtuvieron con la combinación de la actividad 
física y el suplemento de vitaminas (C y E) hasta el extremo de presentar unos 
valores de peroxidación lipídica muy proximos a los presentados por ratas control. 
Curiosamente en la literatura se le ha prestado muy poca atención a esta 
combinación, a excepción de los resultados que en esta mima línea publicaron Zaidi 
et al. (2003) por lo que futuros estudios serían necesarios para confirmar nuestro 
hallazgo y a la sazón, extrapolarlo a los humanos. 
 
8.3.- OXIDACION PROTEICA 
 
El estrés psíquico inducido por la inmovilizacón aumentó 
significativamente el contenido de grupos carbonilos en los niveles plasmáticos, lo 
que sugiere una clara oxidación proteica.  
 
Nuestros resultados son similares a los publicados por Davydov et al. 
(2004) si bien en nuestro caso los parámetros de daño oxidativo proteico son 
mayores. El hecho de que nuestro periodo de inmovilización fuese mayor podría 
indicar que su efecto citotóxico es dependiente de la duración de la misma. En 
cualquier caso son menores que los publicados por Das et al. (1997) quienes 
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refirieron aumentos de hasta un 70% de los carbonilos tras inducir a los animales 
úlceras gastricas por choques térmicos con frio.  
 
Asimismo, nuestros valores a nivel plasmático fueron menores que los 
presentados por ratas de avanzada edad que en comparación con ratas jóvenes 
habían experimentado un aumento del 36-45% (Navarro y Boveris 2004). Y es que 
como avanzaron Liu et al. (1996), los productos de la oxidación proteica se van 
acumulando a medida que avanza la edad de los individuos, fundamentalmente a 
nivel hepático. 
 
De ahí el interés de haber seleccionado a ratas jóvenes para evitar sesgos a 
la hora de fijar el origen de los grupos carbonilos encontrados. 
 
En todo caso, estos trabajos anteriormente referidos coinciden al aceptar 
que el índice de daño oxidativo a pesar de ser menos utilizado en la literatura que el 
correspondiente a los lípidos, cada vez recibe mayor atención como complemento 
necesario a la anterior (Chevion et al. 2000).  
 
Las consecuencias funcionales que cabria esperar de todo ello son 
alteraciones de su capacidad enzimática o transportadora, agregabilidad, 
inmunogenicidad, proteolisis, entre otras. De ahí su inclusión en nuestro estudio 
por la relevancia que para la viabilidad celular tiene la cadena respiratoria 
mitocondrial (Lee y Wei 2001). Y en su conjunto, justificaría la estrecha relación de 
la oxidación proteica y el envejecimiento, diabetes, procesos neurodegenerativos, 
etc. (Davies et al. 1999). 
 
El ejercicio físico moderado durante ocho semanas también fue capaz de 
reducir significativamente el contenido de grupos carbonilos derivados de la 
oxidación proteica.  En este mismo sentido, Husain (2004) describió un programa 
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de entrenamiento de 8 semanas que consiguió disminuir de manera significativa los 
carbonilos en el corazón de ratas. Asimismo, un regimen de 8 semanas de 
entrenamiento redujo de manera significativa el contenido de carbonilos en las 
células cardiacas de ratas que sufrían una inhibición crónica de la óxido nítrico 
sintetasa (Husain y Hazelrigg 2002).  
 
También se han descrito programas de actividad física de 9 semanas con 
una hora de entrenamiento en medio acuático durante 5 días a la semana que no 
solo conseguían reducir significativamente los niveles de grupos carbonilos sino que 
a la vez mejoraban de manera significativa las funciones cognitivas de las ratas 
(Radak et al. 2001).  
 
Por el contrario autores como Moran et al. (2004) no encontraron mejoras 
significativas en los niveles de carbonilos a nivel cardiaco tras sendos programas de 
12 y 24 semanas de entrenamiento. Una posible explicación de todo esto sería que 
en vez de entrenamiento de fuerza como nosotros escogió un tapiz rodante donde 
son frecuentes las contracciones anisométricas o pliométricas.  
 
En nuestro caso particular, las determinaciones del daño oxidativo se 
realizaron cuando las ratas llevaban 8 semanas  de entrenamiento. 
 
Con todo conviene tener especial precaución a la hora de prescribir 
ejercicio físico, recomendando que éste sea de intensidad ligera-moderada, ya que 
cuando este es máximo o extenuante es capaz de aumentar significativamente el 
contenido de grupos carbonilos fundamentalmente a nivel muscular, pero también 
a nivel hepático (Terblanche et al. 2001). 
 
De nuestros resultados también se desprende que la suplementación con 
vitamina E y C reducía significativamente el nivel de grupos carbonilos de niveles 
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plasmáticos. Asimismo, la asociación de vitaminas E y C ya mostró buenos 
resultados al reducir la oxidación proteica a nivel hepático en ratas sometidas a 
intoxicación por arsénico (Ramanathan et al. 2003). Srigiridhar y Nair (2000) 
también encontraron una mejoría significativa del daño oxidativo proteico a nivel 
del tracto gastrointestinal de ratas cuando utilizaron el cóctel de vitaminas C y E.  
 
Sin embargo, un protocolo propuesto por estos mismos autores basado 
únicamente en la vitamina C o ácido ascórbico fue incapaz de arrojar mejora alguna.  
Estos datos sugieren la idoneidad de combinar en un mismo suplemento a las 
vitaminas E y C no en vano, los radicales tocoferoxilo resultantes de la 
neutralización de radicales derivados de la peroxidación volverán a su forma 
reducida gracias a la acción del ácido ascórbico o vitamina C entre otros, como ya 
avanzó en un clásico trabajo Fryer (1992). 
 
Al revisar en la literatura artículos como el publicado por Je et al. (2001) 
parece que el mayor peso de este efecto recaería sobre la vitamina E.  De hecho, la 
suplementación con vitamina E protege per se al tracto gastrointestinal de la 
peroxidación proteica mientras la vitamina C por si sola era incapaz de hacerlo de 
manera significativa como avanzaron Srigiridhar y Nair (2000).  Los trabajos de De 



















Del análisis de los resultados en las experiencias planteadas con especímenes de 
ratas estresadas y sometidas a protocolos de actividad física, suplementación 
vitamínica y la combinación de ambos obtenemos las siguientes conclusiones: 
 
1.- El estrés emocional provoca significativamente una disminución del estatus 
antioxidante total plasmátcio, con un aumento del daño oxidativo tanto lipídico 
como proteico. 
 
2.- Tras la aplicación de un programa de entrenamiento de fuerza de intensidad 
ligera-moderada de 8 semanas de duración en especimenes de ratas sometidas a 
estrés psiquico se consigue una reducción de la oxidación lipídica y proteica en los 
niveles plasmaticos. Igualmente apreciamos un aumento del estado antioxidante 
total plasmático lo que sugiere una mejora de las defensas antioxidantes. 
 
3.- La adminsitración del cocktail de vitaminas (C y E) en especimenes de ratas 
sometidas a estrés psíquico provoca una disminución de la oxidación lipídica y 
proteica. Igualmente el estado antioxidante total plasmático, experimenta una 
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4.- Por último concluimos que la mejor respuesta se consigue con un protocolo de 
intervención mixto que combina programa de entrenamiento de fuerza de 
intensidad ligera-moderada de 8 semanas de duración y la suplementación con un 
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